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Abstract 



Polypeptides are obtained in a cell-free translation system on ribosomes which contains, as substrates 
ATP, GTP and ammo acids with the resulting translation products containing the desired product AMp' 
GDP, pyrophosphate and Inorganic phosphate. In the course of the translation process, as the substrates 
are consumed and the products are obtained, the products of translation including AMP, GDP 
pyrophosphate, inorganic phosphate and the desired product are extracted from the system while 
simultaneously introducing in the system substrates in the form of amino acids, ATP and GTP for the 
purpose of maintaining their initial concentration. 
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Beschreibung 

Gebiet der Technik 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die 
Molekularbiologie und Biotechnologie und betriffl ins- 
besondere Verfahren zur Herstellung von Polypepti- 
den in einem zellfreien Translation-System. 

Diegenannten Polypeptide werden umfassend in 
der Medizin als Btoregulatoren der biologischen Pro- 
zesse verwendet Beispeilsweise, sind Polypeptide- 
Aktivatoren des Immunosystema, Polypeptide-Neu- 
romediatoren und Trasmitter, Polypeptide-Regulato- 
rer des Salzstoffwechsels und anderea mehr be- 
kannt. Bekannt ist die Verwendung der Polypeptide in 
der Landwirtschaft als Biostimulatoren, beispielswei- 
seWachstums hormone. Polypeptide werden auch in 
der Bioelektronik, beispielsweise als Films mit 
Rhodopsin verwendet. 

Vorhergehender Stand der Technik 

Bekannt sind zwei Methoden zur Herstellung von 
Polypeptiden: chemtsche Synthese und }Methode 
der Gentechnik. 

Die Methode der chemischen Synthese wird um- 
fassend bei der grclStechnischen Produktion von Po- 
lypeptiden mit relativ geringer Lange (hochstens 15 
Aminosaurereste) und nur in Ausnahmefallen fur die 
Synthese einiger Polypeptide griiSerer LSnge (25-30 
Aminosaurereste) angewendet. Die Produktion von 
Polypeptiden groBerer Lange unter Verwendung die- 
ser Methode ist praktisch unzuganglich. Das ist dar- 
auf zuruckzufuhren, datt bei der Anwendung der Me- 
thode der chemischen Synthese mit der VergroBe- 
rung der Polypeptidkette die Ausbeute an Endprodukt 
infolge der Razemisierung der Aminosaurereste, der 
Unvollstandigkeit.der Verlangerung der Polypeptid- 
kette, der Kompliziertheit der Wahl von Schutzgrup- 
pen und ihrer Beseitigung exponential herabsinkL All 
das verursacht grode Schwierigkeiten bei der Relnl- 
gung des Endproduktes und eine starke Stelgerung 
der Kosten der Polypeptide im Malle der VergroBe- 
rung ihrer L§nge. 

Die Methode der Gentechnik fur die praparative 
Speicherung von Polypeptiden ist auch in der Anwen- 
dung begrenzt. Das ist mit der Kompliziertheit der 
Aussonderung des Expressionsproduktes mit Hilfe 
der transformlerten Zellen, mit der Letalitat einiger 
Endprodukte filr die Produzenten-Zelle. mit der Aus- 
scheidung der transformlerten Plasmlde aus einer 
Zelle und mit der proteolytischen Degradation des Ex- 
pressions prod uktes eines fremden Gens verbunden. 
Der letzte Umstand ruft besondere Schwierigkeit bei 
der Aussonderung vieler Polypeptide, insbosondere 
Polypeptide mit einer Lange von 1 5 bis 70 Aminosau- 
reresten hervor. die sich infolge des Fehlens kompak- 
ter Struktur in ihnen durch die intra- und extrazelluta- 
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ren Porleasen abbauen lassen. 

Aus dem Obendargelegten geht hervor. dafi die 
beschriebenen Methoden der Produktion von Poly- 
peptiden fur die Erzeugung der Polypeptide mit einer 

5 Lange von 15 bis 70 Aminosaureresten praktisch 
nicht anwendbar sind. Zugleich ist es bekannt, daB 
gerade solche Lange viele biotogisch aklive Polypep- 
tide, solche wie Peptide-Aktivatoren des Immunsy- 
stems, Peptide-Neuromediatoren und Transmitter so- 

10 wie Peptide-Aktivatoren des Salzstoffwechsels auf- 
weisen. 

Es besteht eine weitere Methode zur Synthese 
von Polypeptiden. die auf der Nutzung eines zellfrei- 
en Translation-Systems beruht. Gegenwartig ist eine 
f5 ganze Reihe von zellfreien Translation-Systemen auf 
der Grundlage von Zellenextrakten aus verschiede- 
nen prokaryonten und eukaryonten Organismen ent- 
wickelt. 

Bekannt ist, beispielsweise, ein Verfahren zur Er- 

20 zeugung von Polypeptiden, das darin besteht, daB 
man in einem zellfreien Translation-System aus 
Weizenkreimen die Synthese des Giobin-Polypeptids 
eines Kaninchens vornimmt (Proc, Nat. Acad. Sci. 
USA. 70 1973 USA). 

25 1 ml zellfreies Translation-System an Ribosomen 

enthaltO,5ml Extraktaus Weizenkeinem, 0, 125nMol 
93 mRNS des Kaninchensglobins. 8 mMol Kreatin- 
phosphat, 40 g Kreatinphosphokinase, 2-10 ng 
Ribonuklease-lnhibitor aus der Plazenta des Men- 

30 schen, je 0,1 ^ig Protease-lnhibitoren (Pepstatin, 
Chymostatin, Antlpain. Leupeptin) in einer Pufferlfi- 
sung von 20 mMol HEPES (pH 7,6), die 80 mMol K* 
- Azetat, 3,0 mMol Mg^ Azetat, 1 mMol ATP, 20 mMol 
GTP, 2 mMol Dithiotreit, 100 nCi/mMol [^S]-Methio- 

35 nin (spezifische Aktivitat belragt 89 Ci/mMol, 19 ubri- 
ge Aminosauren zu je 20 mMol jede enthalt. 

Die Synthese des Polypeptids in einem zellfreien 
Translatton-System wird bei einer Temperatur von 
25°C durchgefuhrt. Bei der Synthese werden Im Sy- 

40 stem Translatlonsprodukte gespeichert, die das End- 
produkt und die Abbauprodukte In Form von AMP, 
GDP, Pyrophosphat, Phosphat, Kreatin u.a. auf we I- 
sen. Infolge der Inhibierung wird die Synthese des 
Endproduktes in 60 bis 90 Minuten zum Stillstand ge- 

45 bracht. Die Analyse des Endproduktes nach einer ra- 
dioaktiven Markierung p«S]-Methionin, die in das Po- 
ly peptid einbezogen ist, erfolgt im Verfahren der hei- 
Ben Fallung von Polypeptid an einem Filter mit 5%iger 
TrlchloressigsSure. Die Menge des synthetislerten 

50 Endproduktes betrSgt in 60 bis 90 Minuten < 0.58 
Picomol Globins Je 1 Plcomcl der Matrix. 

Des obenbetrachtete Verfahren zur Herstellung 
von Polypeptiden ist eines der von den bekannten be- 
sonders effektiven Verfahren, in denen zeltfreie 

55 Translationssysteme verwendet werden. Sogardiese 
Systems gewahrleisten jedoch die Synthese maxi- 
mal nur von einer oder zwei Kopien des Polypeptids 
je eine Kopie der mRNS infolge einer kurzen Dauer 
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der Arbeit eines derartigen zellfreien Systems, ledig- 
lich 1 bis 2 Stunden. 

Die Hauptursachen der kurzen Dauer der Arbeit 
der zellfreien Translation-Systeme bestehen in fol- 
gendem: 

1. Zellfreie Translation-Systeme enthalten eine 
begrenzte Anzahl von ATP- und GTP-Energietra- 
gern, die Erhohung des Gehaltes an denen zur 
Inhibierung des jeweiligen Translation-Systems 
fuhrt. 

2. Die Abbauprodukte, die bei der Synthese des 
Polypeptids in einem zellfreien Translation-Sy- 
stems ADP. AMP. GDP, Phosphate und Pyro- 
phosphate entstehen, sind Inhibitoren der Syn- 
these von Polypeptiden. 

3. Endprodukt kann auoh Inhibitor der Synthese 
sain. 

Offenbarung der Erdindung 

Der Erfindung llegt die Aufgabe zugrunde. ein 
solches Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden 
in einem zellfreien Translation-System zu entwickein, 
welches es ermoglicht, ein Endprodukt in prapara- 
tiven Mengen durch die VergroBerung der Dauer der 
Arbeit des zellfreien Systems der Synthese von Poly- 
peptkJen zu gewinnen. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daft ein sol- 
ches Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden in 
einem zellfreien Translation-System an Ribosomen, 
das als Substrate ATP. GTP und AminosSuren ent- 
halt, unter Entstehung von Translationsprodukten Im 
System, die das Endprodukt, AMP, GDP, Pyrophos- 
phat und anorganisches Phosphat aufweisen. vorge- 
schlagen wird, in dem erfindungsgemati bei der 
Translation im MaBe des Vertrauchs der Substrate 
mit Anfallen der Produkte aus dem System die Pro- 
dukte der Translation, die AMP, GDP. Pyrophosphat, 
anorganisches Phosphat und Endprodukt aufweisen, 
mit der gleichzettigen Einfuhrung von Substraten Ins 
System in Form von Aminosauren. ATP und GTP fur 
die Unter haltung ihrer Ausgangskonzentration her- 
ausgefuhrt werden. 

Als ein zellfreies Translation-System konnen in 
dem erfindungsgemaBen Verfahren prokaryonte be- 
ziehungsweise eukaryonte zellfreie Translation-Sy- 
steme verwendet warder, die sowohl endogene als 
auch exogene naturliche oder kunstlich synthetisier- 
te mRNS aufweisen. In dem erfindungsgemSBen 
Verfahren werden jene VerhSltnisse der Komponen- 
ten Im Reaktinsgemisch, lonen- und Temperaturbe- 
dingungen der Synthese angewendet, die fur das ge- 
wahlte zellfreie Translation-System optimal sind. 

Die erfindungsgemafte Methode der Synthese 
von Polypeptiden in einem zellfreien Translation-Sy- 
stem ist frei von den Nachteilen der Methoden der 
chemischen Synthese und der Gentechnik und kann 
fur die Herstellung von Polypeptiden beliebiger Lange 



und Anriinosaure-Konsequenz eingesetzt werden. 
Diese Eigenschaft ist besonders fur die Herstellung 
von Polypeptiden mit einer Lange von 15 bis 70 Ami- 
nosaureresten von Bedeutung, deren industriemalii- 

5 ge Herstellung in anderen Verfahren gegenwartig un- 
zuganglich ist oder einen auBerst konstspieligen Pro- 
zeB darstellt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bewirkt die 
Synthese von Polypeptiden in einem zellfreien Trans- 

10 lation-System mit einer konstanten Geschwindigkeit 
innerhalb von 40 Stunden und daruber hinaus. Die 
Menge des gewonnenen Endproduktes befrSgt dabei 
200 bis 300 Kopien des Polypeptids je eine mRNS- 
Kopie. Aus 1 Liter des Reaktionsgemischesgelingtes 

15 bei der Anwendung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens, biszu 100 mg Fertigproduktes innerhalb von 50 
bis 100 Stunden der Arbeit des Systems zu gewinnen. 
Das erschlieBt Moglichkeiten fur die industriemaBige 
Produktion von Polypeptiden. 

20 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Nachstehend wird die Erfindung anhand der Bel- 
spiele ihrer Ausfuhrung mit Bezugnahme auf beige- 
25 fijgte Zeichnungen eriautert, in denen es zeigen: 

Fig. 1, 2, 3 und 4 - Diagramm der Abhangigkeit 

der Menge des zu synthetisierenden Polypeptids 

je mRNS-Einheit von der Synthesedauer; 

Fig. 5 stent ein Bild des SDS-Harnstoff-Poly- 
30 akrylamid-Gels dar, an dem die Verteilung der 

gewonnenen Polypeptide entsprechend Ihrem 

Molekulargewicht gezeigt wird. 
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Beste Ausfuhrungsvariante der Erfindung 



Das Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden 
in einem zellfreien Translation-System ist einfach in 
technologischer Ausfuhrung und wird foigt durchge- 
fuhrt. 

40 Das zellfreie Translation-System aus Prokaryon- 

ten Oder aus Eukaryonten, das Ribosome, Faktoren 
der Translation, tRNS-, mRNS-Aminoazyl, Substrate 
der Reaktion, elnschlieBlich ATP, GTP und 
Aminosauren aufweist, wird in an sich bekannter Wei- 

4S se hergestellt 

Das zellfreie Translation-System unterbringl man 
in eine Standard-Zelle zur Ultrafiltration, die mit einer 
semipermeablen Membrane mit einem Porendurch- 
messer versehen Ist. der fur die Permeabilitat des 

50 Endproduktes durch die Membrane ausreichend ist. 
Der Inhalt der Zelle wird dann !n einem Thermostat 
auf die erforderliche Temperatur erwarmt, 

Bei der Synthese wird aus der Zelle durch die 
semi-permeable Membrane das Ahpumpen der 

55 Translationsprodukte aus dem System, einschlieB- 
lich Abbauprodukte und das synthetisierte Endpro- 
dukt, vorgenommen. Gleichzeitig damit werden dem 
System Substrate in Form von ATP. GTP und Amino- 
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sauren zur Unterchaltung ihrer Ausgangskonzentrati- 
on au3 einem Extrabehalter zugefuhrt. 

Zur weiteren Ausscheidung und Reiningung des 
Endproduktes wind die aus dem System abzupum- 
pende Losung einer Sauie mit einem Immunaff initats- 
sorptionsmittel zugefuhrt, an dem die selektive Ab- 
sorption des Endproduktes erfotgt. Nach der Beendi- 
gung der Synthese wird das Endprodukt von der Sau- 
ie mit dem Immunosorptionsmittel abgespultund ent- 
salzt. 

Beispiel 1 

1 ml zellfreies Translation -System enthalt 0,6 
nMol 70S Ribosome E.coH, 1 mg Fraktion S 100, 0,6 
mg tRNS, 0,06 nMol mRNS des Proteins der Hulle der 
MS2-Phage, 5 ^ig Pyruvatkinase, 2 bis 10 
Ribonuklease-lnhibitor aus der Plazenta des Men- 
schen, je 0.1 |ig Protease-lnhibitoren (Aprotirin. 
Leupeptin, Chymostatin) in einer PufferlSsung: 20 
mMol Tris HCI (pH 7.4). 100 mMol NH4CI, 10 mMol 
MgCl2, 1 mMol ATP. 0,2 mMol GTP, 5 mMol 
Phosphoenolpyruvat, 25 mMol pH]"-Leuzin (spezlfi- 
sche Aktivitat 52 Ci/mMol) und je 25 mMol ubrige 19 
Aminosauren. 

Das zellfreieTranslat ion-System unterbringt man 
in einer Zelle fur Ultrafiltration und fuhrl man die Syn- 
these des Polypeptids bei einer Temperatur von 37^0 
durch. Die Wahl der Produkte der Translation, die das 
Endprodukt und die Abbau produkte aufvi^eisen, er- 
folgt durch eine semipermeable Membrane mit der 
gieichzeitigen Zufuhrung von Substraten in Form von 
ATP, GTP und Aminosauren dem Reaktionsgemisch 
inner haib von 20 Stunden. Hierdurch erhalt man Pro- 
tein der Hulle der MS2-Phage. 

Wahrend dieser ganzen Zett erfolgt die Synthese 
des Endproduktes mit konstanter Geschwindigkeit. 
Die Abhangigkeit der Menge des herzustellenden 
Proteins der Hulle je mRNS-Einheit von der Dauer der 
Synthese ist in der Fig. 1 angefiihrt. An der Abszis- 
senachse ist die Dauer der Synthese in Stunden und 
an der Ordlnatenachse die Menge des anfailenden 
Produktes in Picomol abgelegt. 

Hierdurch wurden im Verlaufe der Arbeit des zeil- 
freien Translation-Systems aus E.coli 6000 Picomol 
des Hullenproteins gewonnen, was 100 Picomol des 
Endproduktes je 1 Picomol der mRNS der Hulle der 
MS2-Phage betrug. 

Beispiel 2 

Mangewinnt Kalzitonin nach der in Beispiel, 1 be- 
schriebenen Methodik mit Ausnahme dessen, dati 
man anstelle des mRNS-Proteins der Hulle der MS2- 
Phage 0,06 mMol des mRNS-Katzitonins verwendet. 
Hierdurch erhalt man Kalzitonin-Peptid. Wahrend der 
ganzen Zeit geht die Synthese des Endproduktes mit 
konstanter Geschwindigkeit vor sich. Die Abhangig- 
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keit der Menge des angallenden Kalzitonins je 
mRNS-Einheit von der Dauer der Synthese ist in der 
Fig. 2 abgebildet. Hierdurch wurden wahrend der Ar- 
beit des zeltfreien Translation-Systems aus E.coli 
5 18G00 Picomol Kalzitonin gewonnen, was 300 
Picomol Fertigproducktes je 1 pMol des mRNS- 
Kalzitonins betragt. 

Beispiel 3 

10 

1 ml zellfreies Translation-System enthait 0,5 ml 
Extrakt aus Weizenkeimen. 0,1 mMol mRNS-Virus 
BMV, 64 |ig Kreationsphosphokinase, von 2 bis 10 [xg 
Ribonuklease-lnhibitor aus der Plazenta des Men- 

15 schen, je 0,1 ^ig Protease-lnhlbitor (Aprotinin, 
Pepstatin, Leupeptin) in einer Pufferlosung: 40 mMol 
HEPES (pH 7,6), 112 mMol Azetat, 1,9 mMol 
Mg^ Azetat, 0,25 mMol Spermidin, 6 mMol Dithiotreit, 
1 ,5% Glyzerin, 2 mMol ATP, 50 mMol GTP, 8 mMol 

20 Kreationsphosphat, 25 Mol PH] -Leuzin (spezifische 
Aktivitat 50 Cl/mMol) und je 25 mMol ubrige 19 Aml- 
nosfiuren. 

Das zellfreie Translation -System unterb ring! man 
in eine Zelle fur die Ultrafiltration und man fuhrt die 

25 Synthese der Polypeptide bei einer Temperatur von 
25*'C durch. Die Wahl der Translations produkte, die 
das Endprodukt und die Abbauprodukte enthalten, 
erfolgt durch eine semipermeable Membrane mit der 
gieichzeitigen Zufuhrung von Substraten in Form von 

30 ATP, GTP und Aminosauren Innerhalb von 20 Stun- 
den. Im Ergebnis erhait man Protein der Hulle des 
BMV- Virus. Wahrend der ganzen Zeit erfolgt die Syn- 
thase des Endproduktes mit einer konstanten Ge- 
schwindigkeit. Die Abhangigkeit der Menge des anfal- 

35 lenden Proteins der Hulle des BMV-Virus je mRNS- 
Einheit von der Dauer der Synthese ist in der Fig. 3 
abgebildet. Hierdurch wurden wahrend der Arbeit des 
zellfreien Translation-Systems aus Weizenkeimen 
1000 Picomol Protein der HCHo des BMV-Virus ge- 

40 wonnen, was 100 Picomol Fertigprodukt je 1 Picomol 
mRNS des Proteins der Hulle des BMV-Virus betrug. 

Beispiel 4 

45 Man erhalt das Kalzitonin nach der in Beispiel 3 

beschriebenen Methodik mit Ausnahme dessen, dati 
man anstelle von mRNS-Kalzitonin verwendet. Hier- 
durch erhalt man Kalzitonin-Peptid. Wahrend der 
ganzen Zeit erfolgt die Synthese des Endproduktes 

50 mit konstanter Geschwindigkeit. Das Diagramm der 
Abhangigkeit der Menge des anfailenden Kalzitonins 
je Einheit des mRNS-Katzitonins von der Dauer des 
Synthese ist in Fig. 4 abgebildet. Hierdurch wurden 
wahrend der Synthese im zellfreien Translation-Sy- 

55 stem aus Weizenkeimen 15000 Picomol Kalzitonin 
gewonnen, was 150 Picomol Fertig produktes je 1 
Picomol mRNS-Kalzitonins betrug. 

Elektrophoretische Analyse der gewonnenen Po- 
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lypeptide (Beispiele 1 bis 4) ist in der Fig. 5 abgebil- 
det. Die Farbung der Polypeptide im Gel erfolgt mit 
Goomasaie brilliant blue G-250 

A - Standardsatz von Polypeptiden (Amersham) 
B - konmerzielles Kalzitonin (Salmon calcitonine, 
Sigma) 

C - Protein der Hiille des BMV-Virus (Beispiel 3) 
D - Kalzitonin; (Beispiel 4) der untere Striefen - 
Kalzitonin mit Molekulargewicht von 3400; der 
obere Streifen - Beimengung der dimeren Form 
des Kalzitonlns; 

E - Protein der Hulle der MS2-Phage (Beispiel 1 ); 
F - Kalzitonin (Beispiel 2). 

Aus der vorgelegten Fotografie ist zu ersehen, 
daH die anfallenden Polypeptide ein Molekularge- 
wicht aufweisen, das ihren Naturanalogen entspricht. 

IndustrielleAnwendbarkeit 

Die gemaii dem vorgeschlagenen Verfahren her- 
zustellenden Polypeptide kOnnen in der Medizin, 
Landwirtschaft und in der Bioelektronik verwendet 
werden. 



and GTP for the purpose of maintaining their ini- 
tial concentration. 



5 Revendications 

1. Procddd d'obtention de polypeptides dans un 
sysldme de translation acellulaire sur des riboso- 
mes, qui en tant qui substrat comporte de I'ATP, 

10 du GTP et des amino-acides, avec production 

dans le systfeme de produits de branslation, qui 
consistent en les produits finaux. AMP. GAP. py- 
rophosphate et phosphate inorganlque, caract6- 
ris6 en ce que, durant la translation, on recueille, 

15 en une proportion qui est fonction de la consom- 

mation de substrat et de la formation des produits 
de la translation, les produits finaux, AMP, GDP, 
pyrophosphate et phosphate inorganique et en ce 
que, simultan6ment, on ajoute du substrat, d sa- 

20 voir, acldes amin6s, ATP et GTP, pour la conser- 

vation de la concentration initiale. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur H erst ellung von Polypeptiden in ei- 
nem zellfreien Trans I at ions- System an Riboso- 
men, das als Substrate ATP, GTP und AminosSu- 
ren aufweist, mit Enstehung von Translationspro- 
dukten im System, welches die Endprodukte, 
AMP, GDP, Pyrophosphat und anorganisches 
Phosphat beinhaltet, dadurch gekennzeichnet, 
da a wahrend der Translation im Malie des Ver- 
brauchs der Substrate und der Bildung der Pro- 
dukte der Translation, AMP, GDP, Pyrophosphat. 
anorganisches Phosphat und Endprodukte her- 
ausgefuhrt werden und gleichzeitig Substrate, 
namlich Aminosauren. ATP und GTP zur Erhal- 
tung ihrer Ausgangskonzentration elngefiihrt 
werden. 
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Claims 

1. A method of preparing polypeptides in a celt-free 
translation system on ribosomes, containing ATP, 
GTP and amino acids as the substrates, with for- 
mation of the translation products In the system 
including the end products, AMP, GDP, pyrophos- 
phate and inorganic phosphate, characterized in 
. that in the course of the translation process, as 
the substrates are consumed and the products of 
translation are obtained, AMP, GDP. pyrophos- 
phate, inorganic phosphate and the desired prod- 
ucts are extracted, while simultaneously introduc- 
ing substrates in the form of amino acids, ATP 
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